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I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande intemationale (les feuilles de remplacement qui ont ete 

remises a i'ofRce recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees dans 
ie present rapport , comme "initiaiement d6pos6es° et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisau'elles ne 
conttennent pas de modifications (regies 70.1 6 et 70. 17)): 



Description, Pages 
1-49 



telles qu'inrtialement ddposSes 



Revendications, No. 
1-39 

Dessins, Feuilles 
1/1 



telles qu'initialement deposees 



telles qu'initialement deposees 



2. En ce qui concerne la langue, tous les §l§ments indiqu6s ci-dessus 6taient k la disposition de I'administration 
ou lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande intemationale a ete d6pos6e. sauf Indication 
contraire donn§e sous ce point. 

Ces §l§ments 6taient k ia disposition de I'administration ou lui ont 6t§ remis dans la langue suivante: .qui est: 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche intemationale (selon la r§gle 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande intemationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de Texamen pr6liminaire intemationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide aminesdivulgu6es dans la demande 
intemationale (Ie cas §ch6ant), I'examen pr6liminaire Internationale a ete effectu6 sur la base du listage des 
sequences : ^ 



la 

□ 
□ 
□ 



contenu dans la demande intemationale, sous forme ^rite. 
depos6 avec la demande intemationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 
remis ulterieurement h radministration, sous forme 6crite. 
remis ulterieurement k radministration, sous forme ddchiffrable par ordinateur. 

La d6cjaration, selon laquelle Ie listage des s6quences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-del& 
de la divulgation faite dans la demande telle que d6posee, a 6te foumie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations^nregistrees sous dechiffrable par ondinateur sont identiaues 
a celles du listages des sequences Presents par 6crit, a 6t6 fournie. 

4. Les modifications ont entraTn§ I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, nos : 

□ des dessins, feuilles : 
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5. □ Le present rapport a 6te formuld abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

%n^7^\\^ au-dei& de I'expose de I'invention tel qu'il a 6te depose, comme II est lndlqu§ cl-apr6s (regie 
70.2(c)) : 

(T oute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiau^e au ooint 1 
et annex4e au present rapport.) ^ 

6. Observations complementaires, le cas 6ch6ant : 

IV. Absence d'unite de rinvention 

1. En r6ponse k rinvltation k limlter les revendlcatlons ou h payer des taxes addltionnelles, le d§posant a : 

□ limits les revendlcatlons. 

□ pays des taxes addltlonnelles. 

□ pay§ des taxes addltlonnelles sous rdsen^e. 

□ nl limits les revendlcatlons ni paye des taxes additionnelles. 

2. la L'admlnistration cliargSe de Texamen pr6Iiminaire international estime qu'il n'est pas satisfait k rexigence 

d unite d^invention et decide, confomiSment a la rfegle 68.1, de ne pas invlter ie d6posant a ilmiter les 
revendlcatlons ou k payer des taxes additionnelles. 

^' !-]?^"^'"'s^''a^'0" charg§e de I'examen preliminaire intemational estime que, aux termes des rSgles 13.1,13.2 et 

□ il est satisfait k Texigence d'unite de rinvention. 

□ il n'est pas satisfait k I'exigence d'unit§ de {'invention, et ce pour les raisons suivantes : 

4. En consequence, les parties suivantes de la demande intemationale ont fait I'obiet d'un examen preliminaire 
international lors de la formulation du present rapport : 

□ toutes les parties de la demande. 

la les parties relatives aux revendlcatlons nos 28-37 (enti&rement), 38, 39 (partiellement) . 

V. Declaration motlvee selon Tarticle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite Inventive et la possibilite 
d application industrielle; citations et explications a Tappui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaut6 Oul: Revendlcatlons 28-37 (entl&rement), 38 et 39 (partiellement) 

Non: Revendlcatlons 

ActivitS inventive — Oul: Revendlcatlons 

D wtuj, ^. . Revendications 28-37 (entierement), 38 et 39 (partiellement) 

Possibility d application industnelie Oui: Revendlcatlons 28-37 (entiferement), 38 et 39 (partiellement) 

Non: Revendlcatlons 

2. Citations et explications 
voir feulile separee 
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Cette opinion fait reference aux documents suivants: 



D1 : FUCHS MEI_ANIE ET AL: "RNA editing in iiigher plant plastids: Oligoribonucleotide 
SSCP analysis allows the proof of base conversion directly at the RNA level" 
CURRENT GENETICS, vol. 39, no. 5-6, juillet 2001 (2001-07), pages 384-387. 

D2: ZHONG SHAOBIN ET AL: "Detection of apollpoprotein B mRNA editing by peptide 
nucleic acid mediated PGR clamping" BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL 
RESEARCH COMMUNICATIONS, vol. 259, no. 2, 7 juin 1999 (1999-06-07), pages 
311-313. 

D3: NISWENDER COLLEEN M: "Strategies and requirements for the detection of RNA 
editing in G protein coupled-receptor RNA." METHODS IN ENZYMOLOGY. UNITED 
STATES 2002, vol. 343, 2002, pages 476-492. 

D4: MAEKAWA MASATO ET AL: "Relative ratios of mRNA molecules encoded by genes 
with homologous sequences using fluorescence-based single-strand conformation 
polymorphism analysis" BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS, vol. 223, no. 3, 1996, pages 520-525. 

D5: IBRAHIM A F ET AL: "Differential expression of potato U1A spliceosomal protein 
genes: a rapid method for expression profiling of multigene families." PLANT 
MOLECULAR BIOLOGY. MAR 2001, vol. 45, no. 4. mare 2001 (2001-03), pages 
449-460. 

D6: ELLISON JANE S: "Fluorescence-based mutation detection: Single-strand 
conformation polymorphism analysis (F-SSCP)" MOLECULAR BIOTECHNOLOGY, 
vol. 5, no. 1 , 1 996, pages 1 7-31 . 

D7: WO 02/38809 A (INGENY HOLDING BV; VOS GERRIT JOHANNIS DE (NL)) 1 6 mai 
2002(2002-05-16). 



Concernant le point IV 
Absence d'unite de rinvention 

1 L'Autoritd en charge de I'examen pr§Iiminaire international est d'accord avec I'objection 
formul6e par I'Autorite eaclaarge.da.la.cechatchaintemalLonale quant au manque d'unite 
de rinvention; les arguments presentes dans I'annexe au Rapport de recherche partlel 
(Invitation k payer des taxes additionnelies; fonnulaire PCT/ISA/206) sont maintenus dans 
leur entier (voir egalement les Directives pour la recherche Internationale et I'examen 
preliminaire international PCT, 10.71-10.77). Lesdits arguments sont exposes de nouveau 
ci-apres. 
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1 .1 La presente demande ne satisfait pas aux dispositions de la Rhgle 13.1 PCT car elle 
conceme une pluralite d'inventions qui ne sent pas liees entre elles en formant un seul 
concept inventif general. 

1 .2 Les inventions 1 et 2 sont liees par le concept commun de mettre a disposition des 
produits ou methodes utilisables pour la detection et/ou la quantification des formes 
Sditees ou non-editees d'un ARN. 



1 .3 Or, des produits ou methodes utilisables pour la detection et/ou la quantification des 
fornies editees ou non-editees d'un ARN sont connus dans I'art ant§rieur. Par exemple, 
Fuchs et al. (Cun-ent Genetics (2001) 39: 384-387) (D1) decrivent la detectiori 
d'6v6nements d'§dltlon par conversion par la m6thode de rSSCP, Zhong et al. (Biochem. 
Biophys. Res. Comm. (1999) 259: 311-313) (D2) d§crivent une m6thode pour d6tecter 
I'^dition de TARN comprenant I'utilisation d'un PNA ("peptid nucleic acid") permettant de 
bloquer ramplification par PGR de I'ARN non 6dit6 et de d^tecter s^lectlvement I'ARN 
edite, et Niswender et al. (Meth. Enzymol. (2002) 343: 476-492) (D3) decrivent la detection 
d'6venements d'edition de I'ARN du recepteur humain 5-HT2C de la serotonine par 
introduction de sites de restrictions speciflques des formes Editees ou non-editees, 
extension d'amorce, ou RT-PGR suivie de sequengage. 

1 .4 Au vu de cet 6tat de I'art, le concept commun aux inventions 1 et 2 n'est pas nouveau, 
et le probldme r6solu par la presente demande peut §tre refomnul6 comme etant de mettre 
k disposition des produits ou methodes altematifs utilisables pour la detection et/ou la 
quantification des fonnes Editees ou non-§ditees d'un ARNm. 

1 .5 Les solutions apportees a ce probldme consistent en la mise k disposition d'une part 
de jeux de sondes oligod6soxyribonucl6otidiques oD au molns un des nucleotides dG sur 
au moins une desdites sondes a 6l§ substitu6 par un nucleotide dl, et produits, proc^des 
et methodes faisant usage desdits jeux de sondes (invention 1), et d'autre part de 
methodes basees sur la detection de polymorphismes de conformation de simples brins 
(SSGP) (invention 2). 

1.6 Les solutions apporte.es au probieme ne pouvant §tre r6unies par aucune 
caracteristique inventive ou relation technique particuliere, et du fait qu'aucune autre 
caracteristique technique particuliere au sens de la Regie 13.2 PGT commune k toutes les 
inventions n'a pu etre identifiee par radministration charges de la recherche intemationale, 
11 n'est pas possible de d6finir un concept general inventif sous-tendant les Inventions 1 et 
2. 
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1 .7 En consequence, la presente demande comporte un defaut d'unite d'invention et ne 
satisfait pas aux criteres etablis par la Regie 13.1 PCT. Les dlff^rentes Inventions sont 
done foimuiees comme suit: 



1.7.1 Invention 1: revendlcations 1-27 (entierement). 38 et 39 (partiellement); jeu d'au 
moins deux sondes ollgod§soxyribonucl6otldiques differentes pour la detection et/ou 
quantification d'un oligonucleotide derive d'un fragment d'un ARNm codant pour un 
recepteur membranaire de cellule de mammifere oCi au moins un des nucleotides dG sur. 
au moins une desdites sondes a et§ substitue par un nucleotide dl, blopuce, reacteur, 
dispositif et kit comprenant un tel jeu d'au moins deux sondes, utilisation de ladite biopuce 
ou dudit dispositif, precedes pour la detection et/ou quantification d'oligonucl§otides ou 
pour la determination du pourcentage de chacune des fomnes editees ou non-editees d'un 
ARNm dans un echantillon comprenant I'utillsatlon de ladite biopuce ou dudit dispositif, et 
methodes de selection de composes employant ledit precede pour la detection et/ou 
quantification d'oligonucieotides. 

1.7.2 Invention 2: revendlcations 28-37 (entierement). 38 et 39 (partiellement); methodes 
SSCP pour I'obtention du profil et/ou du taux d'edition d'un ARNm, methodes de selection 
de composes ou de diagnostic utilisant lesdites methodes SSCP. 

1 .8 Les inventions 1 et 2 ont fait I'objet d'un Rapport de recherche Internationale. 

2 Suivant le souhait de la Demanderesse de voir porter I'examen Intemational, pour lequel 
une seule taxe d'examen a ete payee, sur le second groupe d'inventions (revendlcations 
28-37 (entierement), 38, 39 (partiellement)), cette opinion a ete restreinte k I'invention 2 
telle qu'indiquee ci-dessus. 
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Concernant le point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(il) quant a la nouveaute, I'activltd inventive 
et la possibllite d'applicatlon industrielle; citations et explications a I'appui de cette 
declaration 



1 NOUVEAUTE (Art. 33(2) POT) 

1.1 Le document D4, qui parmi les documents cit6s dans le Rapport de recherche 
Internationale presente le plus de caracteristlques techniques communes avec I'objet de 
la revendicatlon 28, d^crit une methode SSCP pour I'analyse d'ARNm qui differe de la 
methode selon la revendicatlon 28 en ce que la separation des ADN simple brin se fait par 
electrophorfese sur gel (voir "SSCP analysis" p. 521-522) et non par electrophordse 
capillalre. 

1 .2 Au vu de I'etat de I'art cit6 dans le Rapport de recherche intematlonale, I'objet des 
revendications 28-37 (compl^tement), 38 et 39 (partlellement) est nouveau au sens de 
I' Article 33(2) POT. 



2 ACTIVITE INVENTIVE (Art. 33(3) PCT) 

2.1 Le document D1, considere comme l'6tat de I'art le plus proche par rapport k I'objet 
des revendications 28 et 33, decrit une methode SSCP permettant d'obtenir le profil et le 
taux d'edition d'un ARM pouvant etre edit6, a partir d'un echantillon de cellules eucaryotes 
(p. 385, col. 1, "Plant growth..."), comprenant les §tapes d'extraction des ARM 
chloroplastiques totaux de I'echantillon, digestion par la Rnase T1, fractionnement par 
chromatographie d'6change d'lons puis rSSCP et detection par hybridation avec une sonde 
radioactive (p. 385, col. 2 a p. 386, col. 1 et fig. 1). 

2.2 L'objet des revendications 28 et 33 differe de D1 en ce que la methode employee 
comprend une 6tape d'amplification par RT-PCR pr6cedant la detection par SSCP, avec 
separation des ADN- simple brin par ^lectrophocese capillalre et detection de .la. 
fluorescence. 

2.3 Le probl^me que se propose de r^soudre la presente invention peut done etre 
considere comme etant de foumir une methode SSCP amelioree permettant d'obtenir le 
profil d'edition (rev. 28), ou le profil d'dditlon et le taux d'edition (rev. 33) d'un ARNm 
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pouvant 3tre 6dit6 avec une plus grande sensibility. 

2.4 La solution proposee consists en ['utilisation d'une m^thode d'amplification par RT- 
PCR prealablement a la detection par SSCP avec separation des ADN simple brin par 
§lectrophor§se capillaire et detection de la fluorescence. 

2.5 Cette solution ne peut cependant pas §tre consid6r6e comnne impliquant une activity 
inventive pour les raisons suivantes: 

2.5.1 La revendication 28 lit "M6thode SSCP permettant [...1 d'obtenir le profil d'edition d'un 
ARNm pouvant dtre edit^ (empliase ajoutee). L'ARNm analyse par la m6thode de la 
revendication 28 n'est done pas n^cessairement effectivenr^ent 6dite. D'autre part, au vu 
de ia definition de I'edition donnee k la page 10 de la description de la prSsente demande 
(dSsamination des adenosines en inosines) ainsi que la definition beaucoup plus generate 
donnee dans le document D3 (p. 476, Introduction, 1. 1-3: tout 6v§nement de modification 
de I'ARN (^pissage exclu) aboutissant a un messager dont la sequence diff^re de I' ADN 
g^nomique con-espondant), it est clair que la detemnination du profil d'edition d'un ARNm 
est un cas particulier de determination de variations de sequence presentes au niveau de 
I'ARNm. 

2.5.2 Le document D4 d6crit une m6thode SSCP pour la d6tenfnination de variations de 
sequence presentes au niveau de I'ARNm, en particulier de deux sequences homologues 
codant les sous-unites A et B de la lactate deshydrogenase, comprenant les 6tapes 
d'extraction des ARN totaux de rechantillon, transcription inverse des ARN extraits et 
synthese de I'ADNc double brin (p. 521, "RNA preparation and cDNA synthesis"), 
d'amplification par PCR des ADNc a I'aide d'un couple d'amorces specifiques dudit ARNm, 
ce couple d'amorces 6tant choisi de mani^re a pouvoir amplifier toutes les fomnes de cet 
ARNm presentant des variations de sequences, et ces amorces 6tant marquees par des 
fluorophores (p. 521 , "Design and synthesis of fluorescence-labeled primers", "Procedure 
of PCR", et fig. 1), de dissociation des ADN double brin en ADN simple brin (p. 522, 1. 3), 
de separation des ADN simple brin par electrophor^se et I'obtention du profil de variation 
de sequence par lecture de la fluorescence (p. 522, 1. 4-7; fig. 2). 

2.5.3 Le document D5 decrit une m6thode SSCP pour la d6temnination de variations de 
sequence presentes au niveau de I'ARNm, en particulier deux fragments diff^rEint par deux 
mutations ponctuelles (fig. 4) provenant de genes de la famille U1A, comprenant les 
etapes d'extraction des ARN totaux des echantillons (p. 450, col. 2, "Nucleic acid 
extraction..."), transcription inverse des ARN, synthese de I'ADNc double brin et 
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amplification par PCR a I'aide d'un couple d'amorces sp^cifiques dudit ARNm permettant 
d'amplifier les differentes formes de I'ARNm potentiellement presentee (p. 451 , col. 1 , "RT- 
PCR..."; fig. 4), la dissociation des ADN double brin en ADN simple brin (impiicite dans 
toute methode SSCP), la separation des ADN simple brin par electrophorese sur gel et 
I'acquisition du profil (p. 451, col. 1, "Single-stranded conformational polymorphism 
(SSCP)"; fig. 4). 

2.5.4 Au vu des documents D4 ou D5, II est clair que la procedure de RT-PCR coupl6e k 
Tanalyse SSCP est bien connue dans Tart de la detection de variations de sequences entre 
molecules dARNm de sequences apparentees. 

2.5.5 La personne du metier, confrontee au probleme k resoudre tel que defini au point 
4.3, considererait comme une solution dvidente de modifier la methode selon D1 en 
introduisant une §tape de RT-PCR prealable a la detection par SSCP selon D4 ou D5 ainsi 
que la detection par fluorescence selon D4, de maniere a augmenter la sensibility de la 
detection des variations de sequences d'un ARNm pouvant etre Sdlte. 

2.5.6 Le fait que I'etape de detection soit realisee par electrophorese capillaire dans les 
revendications 28 et 33 au lieu d'une electrophorese sur gel dans les methodes decrites 
dans D4 et D5 n'est pas considere comme impliquant une activite inventive, car les deux 
methodes sont des Equivalents bien connus de la personne du metier (pour illustration de 
i'Electrophorese sur gel, voir D6; pour Telectrophorese capillaire, voir D7). 

2.5.7 Les revendications dependantes 29-32 ne contiennent aucune caracteristique qui, 
en combinaison avec celles de Tune quelconque des revendications a laquelle elles se 
referent, definisse un objet qui satisfasse aux exigences du PCT en ce qui conceme 
Tactivite inventive, et ce pour les raisons suivantes: des sites d'Edition du r^cepteur 5-HT2c 
sont bien connus (voir D3, fig. 2) et constituent done un ensemble d'altematives parmi de 
nombreuses autres possibilites pour appliquer la methode de detection par SSCP. 

2.5.8 Les revendications independantes 34-39 n'impliquent pas non plus d'activite 
inventive, car il s'agit d'utilisations habituelles dans Tart (i.e. pour la selection de composes 
ou le diagnostic) d'une methode de detection n'impliquant pas elle-meme d'actiyite 
inventive. 

2.6 Au vu de ce qui precede, la presente demande ne satisfait pas aux exigences de 
TArticle 33(3) PCT, car Tobjet des revendications 28-37 (entierement), 38 et 39 
(partiellement) n'implique pas une activite inventive. 
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3 POSSIBILITE D'APPLICATION INDUSTRIELLE (Art. 33(4) PCT) 

3.1 L'objet des revendlcations 28-39 est susceptible d'appllcation industrielle au sens de 
I'Art. 33(4) PCT. 
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